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脳機能は，神経回路網の時間的，空間的なパターン変化により実現されている．神経回
路網は，特定の神経細胞集団が同期的に発火することで定義される機能的な結合を保持し
ており，外部からの入力により動的に変化することが知られている．この結合特性を明ら
かにするためには，特定の細胞を高頻度に刺激し，誘発された神経活動の時空間パターン
を解析する必要がある．本研究では，集光フェムト秒レーザーを用いて単一神経細胞を非
接触にかつ精密に刺激する手法の開発に取り組んだ．フェムト秒レーザーは 10-15秒オーダ
ーの超短パルス光源であり，顕微鏡下で集光することにより 1 μm程度の局所領域のみの加
工が可能になることから，細胞操作への応用が近年注目を集めている．本研究では，蛍光
Ca
2+イメージング，および細胞外電位計測により，フェムト秒レーザーによる光刺激メカニ
ズムについて検証した． 
ラット胎児由来海馬神経細胞に蛍光カルシウム指示薬 Oregon Green BAPTA-1 AM 
(OGB-1)を負荷すると，細胞内 Ca2+濃度のスパイク状の変動が観測され，自発性活動に基づ
く変動を確認した．OGB-1を負荷した神経細胞にフェムト秒レーザー (中心波長 800 nm, パ
ルス幅~100 fs, 繰り返し周波数 82 MHz)をレーザー光強度 30 mW，レーザー照射時間 8 ms
の条件で集光したところ，レーザー照射直後に細胞内 Ca2+濃度の急激な上昇がみられ，近
接する細胞においても細胞内 Ca2+スパイク変動が確認された．細胞外 Ca2+を除去した環境
下，小胞体リアノジン受容体阻害環境下，および細胞内小胞体 Ca2+枯渇環境下で同様の実
験を行い，どの条件においてもレーザー照射に伴う細胞内 Ca2+濃度上昇は観測されなかっ
た．以上の結果から，神経細胞にフェムト秒レーザーを集光すると，細胞膜に微小穿孔が
生じ，細胞外から Na+，Ca2+が流入して脱分極を引き起こすとともに，小胞体から細胞内へ
Ca
2+が放出されて細胞内 Ca2+濃度上昇が起こると考察した．さらに，細胞外電位計測と蛍光
Ca
2+イメージングとの同時計測を行い，単一神経細胞の Ca2+変動と神経回路網の電位活動と
の関係性について検証した．レーザー照射直後より細胞内 Ca2+濃度上昇が観測され，近接
する電極において高頻度な電位変動が確認されたことから，フェムト秒レーザー光刺激に
よる神経活動の誘発が示唆された．以上の結果は，本手法が神経回路網の機能的結合特性
の評価に有用であることを明示している． 
